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(54) Title: POLYNUCLEOTIDE VACCINE FORMULA FOR TREATING HORSE DISEASES 

(54) ritre: FORMULE DE VACCIN POLYNUCLEOTIDIQUE CONTRE LES PATHOLOGIES DU CHEVAL 

(57) Abstract 

A vaccine formula for treating equine and particulariy horse diseases, including at least three polynucleotide vaccine valencies that 
each include a plasmid containing an equine pathogen valency gene capable of being eiqntssed in vivo in host cells. Said valeiKies are 
selected from the groq> which consists of equine rhinopneumonitis virus EHV, equine influenza vims EIV and tetanus antitoxin. Said 
plasmids include one or mwc genes per valency, and said genes are selected from die group which consists of gB and gD for equine 
rhinopneumonitis virus, HA, NP and N for equine influenza virus, and a gw>e coding for all or part of subunit C of Ci, tetani. 



(57) Abreg£ 

La formule de vaccin centre des pathologies des 6quid£s et notanrunent des chcvaux, comprenant au moins 3 valences de vaccm 
polynucltotidiquc comprenant chacunc un plasmidc integrant, de manifcre & rexprimcr in vivo dans tes cellules h6tcs, un gfcne d'une 
valence de pathogfcnc 6qom, ces valences itant choisies panni ccUcs du groupe consistant en virus de la rhinopneumonie 6quine EHV, virus 
de la grippe ^qume EIV et anatoxine de la toxine tdtaniquc, ces plasmtdes comprenant, pour chaque valence, un ou plusieurs des gfcncs 
choisis paimi le groupe consistant en gB et gD pour le virus de la rhinopneumonie Equine, HA, NP. N pour le virus de la grippe Equine et 
un gtoe codant pour tout ou partie de la sous-imit£ C de Q. tetani. 
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FORMULE DE VACCIN POLYNUCLEOTIDIQUE CONTRE LES PATHOI^IES Da 

CHEVAL 

La presente invention est relative k une fonnule de vaccin 
permettant la vaccination des equid^s, notanmient des chevaux 
Elle est egalentent relative 4 une methode de vaccination 
correspondemte . 

La pathologie des chevaux presents une assez grande 
dxversxte. Outre les pathologies respiratoires bien connues 
telles que la rhinopneunonie et la grippe, les chevaux sont 
senszbles, notamment sur le continent americain. aux diverges 
encephalites. Enfin. les chevaux presentent diverses autres 
pathologies panni lesquelles on peut citer. notamment, le 
tetanos. la maladie de Lyme, I'art^rite 6quine, sans oublier 
les risques d' exposition au virus de la rage. 

Les conditions d' exposition des chevaux aux dive>s 
microorganismes pathogdnes ont et6 multipli6es par les 
deplacements de nombreux chevaux sur les distances importantes 
par voie de terre ou par voie a^rienne. de sorte que le risque 
i-nfectieux a tendance k augmenter. 

Or. compte-tenu du coQt 61ev6 de ces animaux. notamment 
dans le cas des reproducteurs . des chevaux de selle et des 
chevaux de course, il est economiquement important de contr61er 
le plus possible les risques infectieux se traduisant par de 
longues indisponibilites de 1' animal, voir sa perte. II existe 
deja un certain nombre de vaccins pour chevaux, dont 
I'efficacit^ est variable. 

Ainsi, ont et6 developp6s, pour la rhinopneumonie Equine, 
provoquee par les differentes souches d' herpes virus equin 
(EHV), des vaccins inactiv6s ou de sous-unit6s. qui presentent 
cependant tous un certain nombre de limites se traduisant par 
des protections incompletes et de courte duree et 
eventuellement des probltees d'innocuit^ li^s aux adjuvants 
utilises. 

La grippe equine constitue ^galement une pathologie 
importante, que I'on cherche, egalement k prevenir par la 
vaccination. Les vaccins utilises sont des vaccins inactives ou 
de sous-unites, qui presentent une certaine efficacit6 mais qui 
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ne restent pas neanmoins sans probUme. En effet ii est 
frequent que la protection ne soit pas complete et 'elle est 
generale^ent d'une duree relat™t br.ve. necessitant, con«.e 
pour la rhxnopneumonie. des revaccinations . On peut aussi 
renconcrer des problfemes d'innocuit6. 

Des vaccins a base d'anatoxine antitdtanique ont 6galen.ent 
ete mxs au point et presentent une efficacit^ indeniable 

II exxste egalen,ent des vaccins contre les enc^phalites 
quelques encephalites de I'Est, l'enc6phalite de I'Ouest et 
I'encephalite venezuelxenne, dont I'efficacxte est encore mal 
connue . 

Pour des raisons tenant d'une part a I'^conomie. et 
d'autre part a la gestion ratxonnelle des vaccinations 6quines, 
on a de^A propose des formulations de vaccin multivalent pour 
la prevention de plusieurs de ces maladies infectieuses 

Les associations d^veloppees jusqu'A present dtaient 
realxsees A partir de vaccins inactiv^s ou de vaccins vivants 
et eventuellement de melanges de tels vaccins. Leur mise en 
oeuvre pose des probl^es de compatibilite entre valences et de 
stabxlite. II faut en effet assurer A la fois la compatibility 
entre les differentes valences, que ce soit au plan des 
dxff^rents antig^es utilises et au plan des formulations 
elles-memes, notamment dans le cas oi I'on combine It la fois 
des vaccins inactiv^s et des vaccins vivants. il se pose 
^galement le probl^e de la conservation de tels vaccins 
combines et aussi de leur innocuite notamment en presence 
d adjuvant. Cas vaccins sont en g^n^ral assez coateux 

En outre, ces formulations n'ont pas permis d'associer 
troxs des valences majeures, savoir les valences grippe 
equxne, rhxnopneumonie. notamment EHV-1 et EHV-4. et tetanos 
on connait. par exemple, les associations des valences grippes 
et encephalites, ou rhinopneumie et encephalites. 

Les demandes de brevet WO-A-90 U 092, WO-A-93 19 183, WO- 
A-94 21 797 et WO-A-95 20 660 ont propose de faire usage de la 
technique recemment d^veloppee des vaccins polynucieotidiques 
LIT utilisent un plasmide apte ^ exprimer 

dans les cellules de l'h6te I'antig^ne insere dans le plasmide. 
Toutes les voies d' administration ont ete proposees 
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(intraperitoneale, intraveineuse. intramusculaire . 
transcutanee. intradermique. mucosale, etc.). Dif f brents moyens 
de vaccination peuvent egalement Stre utilises, tels que ADN 
depose a la surface de particules d'or et projete de fagon a 
penetrer dans la peau de I'animal (Tang et al.. Nature 356 
152-154, 1992) et les injecteurs par jet liquids permettant 
d'assurer la transfection k la fois dans la peau. le muscle, 
les tissus graisseux, et les tissus mammaires (Furth et al., , 
Analytical Biochemistry, 205, 365-368, 1992). 

Les vaccins polynucleotidiques peuvent utiliser aussi bien 
des ADN nus que des ADN formules, par exemple au sein des 
liposomes ou de lipides cationiques. 

Des vecteurs polynucleotidiques. integrant les gknes HA ou 
NP. ont ete essayes pour le virus de la grippe (influenza 
virus) Chez la souris, le furet et le poulet. Aucune donnee 
n'est disponible chez le cheval. " 

Concemant le tetanos, il a 6t6 rapporte, recemment, que 
1' immunisation de souris par un plasmide exprimant. avec le 
fragment C, la region C-terminale non toxique de la toxine 
t^tanique. induisait 1 ' apparition d'anticorps sero-protecteurs 
chez la souris . 

II n'est cependant pas possible de transposer directement 
les enseignements des r^sultats obtenus chez ces animaux de 
faibles long^vites ^ celui d'autres mammif^res, et notamment 
les mammif^res de grandes tallies. 

La protection des equides et notamment des chevaux contre 
la pathologie infectieuae demands done toujours i gtre 
am^lior^e. 

L' invention se propose de foumir une formule de vaccin 
multivalent permettant d'assurer une vaccination des equides, 
et notamment des chevaux, contre ua certain nombre d' agents 
pathogenes . 

Un autre object if de 1' invention est de foumir une telle 
formule de vaccin associant diff^rentes valences tout en 
pr^sentant les crit^res requis de compatibility et de stabilite 
des valences entre elles. 

Un autre objectif de 1' invention est de foumir une telle 
formule de vaccin permettant d'associer differentes valences 
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dans un in§me vehicule. 

un autre objectif de 1' invention est de foumir une telle 
Eormule de vaccin qui soit de mise en oeuvre aisee et peu 

coQteuse. 

un autre objectif encore de 1' invention est de foumir une 
telle fonnule et une m6thode de vaccination des chevaux qui 
permette d'obtenir une protection, y compris une protection 
multavalente, avec un niveau eleve d'efficacite et de longue 
duree, et une bonne innocuite. 

La presente invention a done pour objet une formule de 
vaccin contre des pathologies des equides et notamment des 
chevaux, comprenant au moins 3 valences de vaccin 
polynucl6otidique comprenant chacune un plasmide integrant, de 
mani^re k I'exprimer in vivo dans -les cellules, un gfene d'une 
valence de pathog^ne 6quin. ces valences 6tant choisies parmi 
celles du groupe consistant en virus de la rhinopneumonie 
equine EHV. virus de la grippe equine EIV et le t^tanos (CI. 
tetani). ces plasmides comprenant. pour chaque valence, un ou 
plusieurs des g^nes choisis parmi le groupe consistant en gB et 
gD pour le virus de la rhinopneumonie Equine. HA. NP. n pour le 
virus de la grippe Equine et un gdne codant pour tout ou partie 
de la sous-unit6 C de la toxine t6tanique. 

Par valence, dans la presente invention, on entend au 
moins un antig^ne assurant une protection contre le virus du 
pathogfene consid6r6. la valence pouvant contenir. k titre de 
sou5-valence, un ou plusieurs g^nes naturels ou modifies d'une 
ou plusieurs souches du pathog^ne consid6r6. 

Par gtee d' agent pathog^ne. on entend non seulement le 
g^ne complet. mais aussi les sequences nucleotidiques 
diff6rentes. y compris fragments, conservant la capacite k 
induire une r^ponse protectrice. La notion de g6ne recouvre les 
sequences nucleotidiques 6quivalentes k celles decrites 
pr^cisdment dans les exemples, c'est-A-dire les sequences 
differentes mais codant pour la m&ne prot^ine. Elle recouvre 
aussi les sequences nucleotidiques d'autres souches du 
pathog^ne considere. assurant une protection crois6e ou une 
protection specif ique de souche ou de groupe de souche. Elle 
recouvre encore les sequences nucleotidiques qui ont ete 
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modifiees pour faciliter I'expression in vivo par I'animal hote 
mais codant pour la mSme proteine. 

Ainsi, de maniere particulierement preferee. le vaccin 
selon i' invention comprend . dans la valence rhinopneumonie 
equxne, au mo ins un antigfene de la souche EHV-1 et au moins un 
antigene de la souche EHV-4/ et de pr6f^rence le meme type 
d'cuitigene. 

Les quantit^s therapeutiquement efficaces des valences 
polynucleotidiques sont contenues ou destinees a Stre 
contenues. dans un vehicule convenable pour une administration 
a I'animal. et de preference pour une administration 
xntramusculaire. De preference, ce vehicule est un vehicule 
aqueux depourvu de constituants huileux. 

En ce qui concerne la valence rhinopneumonie equine, on 
pref^rera associer les g6nes gB et gD, de preference des 
souches EHV, notamment souches 1 et 4. 

En ce qui concerne la valence grippe Equine, on pref^re 
utiliser le gdne codant pour 1 'h&nagglutinine HA ou 
I'association des gfenes codant pour HA et NP. De preference, on 
associera dans le m§me vaccin. les sequences HA de virus 
influenza, en particulier des differentes souches rencontr6es 
sur le terrain. En revanche. NP assure une protection crois^e 
et I'on pourra done se con tenter de la sequence d'une seule 
souche du virus. 

Pour la valence tetanos, on preferera la sous-unit6 C 
eventuellement modifiee par mutation ou deletion. 

L' association de g^nes codant pour plusieurs antig6nes 
d'une m&ne valence, ou d'une m&ne souche dans une valence, peut 
Stre realisee par le melange de plasmide exprimant un seul 
antigtee. ou au contraire en inserant plusieurs g^nes dans un 
m3me plasmide. 

La combinaison des differentes valences du vaccin selon 
1' invention peut Stre effectuee, de preference, par m61ange de 
plasmides polynucleotidiques exprimant un ou des antigfenes de 
chaque valence, mais on peut egalement prevoir de faire 
exprimer plusieurs antigfenes de plusieurs valences par un mime 
vecteur de type plasmidique. 

Dans une forme perfectionnee de 1' invention. la 
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formulation peut encore comporter une ou plusieurs autres 
valences d' autres pathogenes des equins, et notanmient des 
valences des virus de 1 ' encephalite de I'Est EEV, de 
I'encephalite de 1 'Quest WEV et de 1 ' encephalite ven^zuelienne 
VEV, de preference les trois simultanement . 

Parmi ces valences peuvent egalement figxirer 
avantageusement la valence de la maladie de Lyme, B. 
burgdorferi, de I'arterite equine (EAV) et de la rage. 

Parmi les genes des encephalites precitees, on utilise les 
genes des antigdnes C et E2, et de preference le g^ne E2 seul 
ou 1 'association des deux gfenes E2 et C. 

Dans la valence de la maladie de Lyme, on choisit parmi 
les g^nes OspA, OspB et plOO, de preference OspA. 

Pour I'arterite equine, on retiendra les g^nes E, M et N, 
IS seuls ou associ^s. 

Pour la rage, on retiendra le g6ne G. 

Une formule de vaccin selon 1' invention pourra se 
presenter sous un volume de doses compris entre 0,1 et 10 ml et 
en particulier entre 1 et 5 ml. 

20 La dose sera gen^ralement conprise entre 10 ng et 1 mg, 

no tamment entre 100 ng et 500 \ig, et pref6rentiellement entre 
1 ^g et 250 \ig par type de plasmide. 

On utilisera de preference des plasmides nus, simplement 
places dans le vehicule de vaccination qui sera en general de 

25 I'eau physiologique (NaCl 0,9 %) , de I'eau ultrapure, du tampon 
TE, etc. On peut bien entendu utiliser toutes les formes de 
vaccin polynucieotidique decrites dans I'art ant6rieur. 

Chaque plasmide coroprend un promoteur apte k assurer 
1' expression du g^ne insere sous sa dependance dans les 

30 cellules hdtes. II s'agira, en general, d'un promoteur 
eucaryote fort, et en particulier d'un promoteur precoce du 
cytomegalovirus CMV-IE, d'origine humaine ou murine, ou encore 
eventuellement d'une autre origine telle que rat, pore, cobaye. 
De maniere plus generale, le promoteur pourra Stre soit 

35 d'origine virale, soit d'origine cellulaire. Comme protecteur 
viral autre que CMV-IE, on peut citer le promoteur precoce ou 
tardif du virus SV 40 ou le promoteur LTR du virus du Sarcome 
de Rous. II peut aussi s'agir d'un promoteur du virus dont 
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provient le gene, par exemple le promoteur propre au gene. 

Coinme promoteur cellulaire. on peut citer le promoteur 
d'un gene du cytosquelette, tel que par exemple le promoteur de 
la desmine (Polmont et al.. Journal of Submicroscopic Cytology 
and Pathology. 1990. 22. 117-122 ; et Zhenlin et al.. Gene. 
1989, 78. 243-254), ou encore le promoteur de I'actine. 

Lorsque plusieurs g^nes sont present dans un m&ne 
plasmide, ceux-ci peuvent Stre present6s dans la meme unitd de 
transcription ou dans devix unites diff^rentes. 

L' invention a encore pour objet des formules de vaccin 
monovalent comprenant un ou plusieurs plasmides codant pour un 
ou plusieurs genes de I'un des agents pathog^nes pr6cit6s. et 
notamment de la rhinopneumonie ou de la raaladie de Lyme, de 
I'arterite equine, de 1 ' encephalite de I'Est. de I'enc^phalite 
de 1' Quest et de 1 ■ encephalite venezu61ienne, les g6nes etant 
ceux decrits plus haut. Ces formules peuvent comprendre les 
caracteristiques enoncees plus haut en ce qui conceme le choix 
des g^nes d'un m&ne pathog6ne et leur combinaison. la 
composition des plasmides, les volumes de doses, les dosages, 
etc . 

La presente invention a ^galement pour objet une m^thode 
de vaccination des equides et notamment des chevaux centre des 
maladies inf ectieuses. comprenant 1' administration d'une dose 
efficace d'une formule de vaccin, multivalente ou monovalente. 
telle c[ue decrite plus haut. 

Cette m^thode de vaccination comprend 1 'administration 
d'une ou de plusieurs doses de la formule de vaccin. 

Les formules de vaccin selon 1' invention pourront itre 
administr^es par les differents voies d' administration 
proposees dans le cadre g6n6ral de la vaccination 
polynucl^otidique et au moyen des techniques d' administration 
connues. On pr6f4rera cependant nettement la voie 
intramusculaire . 

On peut aussi vacciner par voie intradermique a I'aide 
d'un injecteur par jet liquide, de preference par jets 
multiples, et en particulier un injecteur utilisant une tSte 
d- injection munie de plusieurs trous ou buses, notamment 
comprenant de S k 6 trous ou buses, tel que I'appareil Pigjet 
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fabrique et distribu^ par la society Endoscoptic, Laons. 
France . 

Le volume de dose pour un tel appareil sera reduit de 
preference entre 0.1 et 0,9 ml, en particulier entre 0.2 et 0 6 
ml et avantageusement entre 0.4 et 0.5 ml. le volume' pouvant 
etre administre en une ou plusieurs, de preference 2, 
applications . 

Les vaccins monovalents precites peuvent gtre notamment 
utilises pour la preparation du vaccin polyvalent selon 
1 ' invention . 

Les formules de vaccin monovalent peuvent aussi etre 
utilisees associ6es A un vaccin d'un autre type (entier vivant 
ou inactive. recombinant. sous -unite) centre une autre 
pathologic ou comme rappel d'un vaccin comme decrit ci-apr^s. 

La presents invention a en effet encore pour objet 
1 'utilisation d'un ou de plusieurs plasmides selon 1' invention 
pour la fabrication d'un vaccin destin6 il vacciner des chevaux 
primo-vaccin6s au moyen d'un premier vaccin classique 
(monovalent ou multi-valent) du type de ceux de I'art 
ant^rieur. choisi notairanent dans le groupe consistant en vaccin 
entier vivant, vaccin entier inactive, vaccin de sous-unit6, 
vaccin recombinant, ce premier vaccin presentant (c'est-A-dire 
contenant ou pouvant exprimer) le ou les antig6ne(s) code(s) 
par le ou les plasmide(s) ou antig6ne<s) assurant une 
protection croisee. 

De mani^re remarquable. le vaccin polynucleotidique a un 
effet de rappel puissant se traduisant par une amplification de 
la r^ponse immunitaire et 1 ' instauration d'une immunite de 
longue dur^e. 

De mani^re gen6rale. les vaccins de primo-vaccination 
pourront Stre choisis parmi les vaccins commerciaux disponibles 
aupr6s des diff6rents producteurs de vaccins vetdrinaires . 

Dans une forme de mise en oeuvre prefer^e du proc6d6 selon 
1' invention, on administre dans un premier temps, k 1' animal, 
une dose efficace du vaccin de type classique, notamment 
inactive, vivant. att6nue ou recombinant, ou encore un vaccin 
de sous-unit4 de facon k assurer une primo-vaccination, et. 
aprfes un d6lai de pr6f6rence de 2 4 4 semaines, on assure 
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!• administration du vaccin polyvalent ou monovalent seion 
1 ' invention. 

L- invention a aussi pour objet un kit de vaccination 
regroupant une formuie de vaccin seion 1' invention et un vaccin 
de primo-vaccination tel que d6crit ci-dessus. Elle a aussi 
trait a une formuie de vaccin seion 1' invention accompagnee 
d'une notice indiquant I'usage de cette formuie comme rappel 
d'une primo-vaccination telle que decrite ci-avant. 

L' invention concerne aussi la methode de preparation des 
formules de vaccin, a savoir la preparation des valences et 
leurs melanges, telle qu'elle ressort de cette description. 

L' invention va etre maintenant decrite plus en detail a 
I'aide de modes de realisation de 1' invention pris en reference 
aux dessins. 
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EXEMPLES 

Exemple 1 : Culture des virus 

Les virus sont cultiv^s sur le syst^me cellulaire approprig jusqu'a obtention d'un 
5 effet cytopathique. Les systdmes cellulaires d utiliser pour chaque virus sont 
bien connus de I'homme du metier. Bridvement, des cellules sensibles au virus 
utilise, cultivSes en milieu minimum essentiel de Eagle (milieu "MEM) ou un 
autre milieu appropri^, sont inoculSes avec la souche virale etudiee en utiiisant 
une multiplicity d'infection de 1 . Les cellules infectSes sont aiors incubees a 
10 37®C pendant le temps necessaire d rapparition d'un effet cytopathique 
complet (en moyenne 36 heures). 

Exempie 2 : Culture des bactdries: 

Tetanos Les bact^ries sont cultiv^es dans les milieux appropries et selon 

15 les conditions bien connues de Thomme de Tart de manifere i obtenir une 
biomasse bacterienne suffisante pour Textraction du materiel g^netique. Cette 
extraction se fait selon les techniques usuelles d^crites par Sambrook J. et aL 
{Molecular Cloning: A Laboratory Manual, Edition. Cold Spring Harbor 
Laboratory. Cold Spring Harbor, New York. 1989). 
20 Les souches de Borrelia burgdorferi sont cultiv^es dans les milieux appropries 
et selon les conditions bien connues de rhomme de Tart. Ces conditions et 
milieux sont en particulier dScrits par A. Barbour (J. Biol. Med. 1984. 57. ^^- 
75). L'extraction de TADN bactdrien a dtd r6alis6 selon les conditions ddcrites 
par W. Simpson et al. (Infect. Immun. 1990. 58. 847-853). Les techniques 
25 usuelles decrites par J. Sambrook et aL [Molecular Cloning: A Laboratory 
Manual. 2"** Edition. Cold Spring Harbor Laboratory. Cold Spring Harbor. New 
York. 1 989) peuvent dgalement etre utilis^es. 

Exemple 3 : Extraction des ADNs gdnomiques viraux: 
30 Apres culture, le surnageant et les cellules Iys6es sont recoltees et la totalite de 
la suspension virale est centrifug^e h 1000 g pendant 10 minutes a + 4^C 
pour eliminer les debris cellulaires. Les particules virales sont alors recoltees par 
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ultracentrifugation a 400000 g pendant 1 heure a + 4*'C. Le culot est repris 
dans un volume minimum de tampon (Tris 10 mM, EDTA 1 mM). Cette 
suspension virale concentree est trait6e par la proteinase K (100 ug/ml final) en 
presence de sodium dodecyl sulfate (SDS) (0.5% final) pendant 2 heures d 
5 37'C. L'ADN viral est ensuite extrait avec un melange de phenol/chloroforme, 
puis precipite avec 2 volumes d'^thanol absolu. Apres une nuit d - 20"»C. I' ADN 
est centrifuge h 10000 g pendant 15 minutes h + 4°C. Le culot d'ADN est 
seche, puis repris dans un volume minimum d'eau ultrapure sterile. II peut alors 
etre dig^re par des enzymes de restriction. 

10 

Exemple 4 : Isolement des ARNs gdnomiques viraux 

Les virus d ARN ont ete purifies selon les techniques bien connues de I'homme 
du m6tier. L'ARN viral genomique de chaque virus a ^t^ ensuite isol6 en 
utilisant la technique d'extraction "thiocyanate de guanidium/phenol- 
15 chloroforme" decrite par P. Chomczynski et N. Sacchi (Anal. Biochem. 1987. 
162. 156-159). 

Exemple 5 : Techniques de bioiogie moldcuiaire 

routes les consuucttons de plasmides ont 6t6 realis^es en utilisant les 
20 techniques standards de bioiogie moldculaire decrites par J. Sambrook et at. 
{Molecular Cloning: A Laboratory Manual. Edition. Cold Spring Harbor 
Laboratory. Cold Spring Harbor. New York. 1989). Tous les fragments de 
restriction utilises pour la prdsente invention ont 6td isol6s en utilisant le kit 
"Geneclean" (BI0 101 Inc. La Jolla, CA). 

25 

Exempie 6 : Technique de RT-PCR 

Des oligonuci^otides spdcifiques (comportant d leurs extr6mit6s 5' des sites de 
restriction pour faciliter le clonage des fragments amplifies) ont synth6tis§s 
de telle fapon qu'ils couvrent entidrement les regions codantes des gSnes 
30 devant §tre amplifies (voir exemples sp6cifiques). La reaction de transcription 
inverse (RT) et I'amplification en chaine par polymerase (PCR) ont ete 
effectu6es selon les techniques standards (Sambrook J. er a/. 1989). Chaque 
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reaction de RT-PCR a ete faite avec un couple d'amplimers specifiques et en 
prenant comma matrice TARN genomique viral extrait. L'ADN complementaire 
amplifie a 6t6 extrait au phenol/chloroforme/alcoolisoamylique (25:24:1) avant 
d'etre digere par les enzymes de restriction. 

5 

Exemple 7 : plasmide pVR1012 

Le plasmide pVR1012 (Figure 1) a 6x6 obtenu auprds de Vical Inc. San 
Diego, CA, USA. Sa construction a 6x6 decrite dans J. Hartikka etal. (Human 
Gene Therapy. 1996. 7. 1205-1217). 

10 

Exemple 8 : Construction du plasmide pAB042 (gene EHV-1 gB) 

Une reaction de PGR a 6X6 r6al\s6e avec I'ADN genomique de Therpesvirus 
equin de type 1 (EHV-1) (Souche Kentucky D) (P. Guo eta/. J, Virol. 1990. 64^ . 
2399-2406) et avec les oligonucleotides suivants: 
15 ABO 13 (32 mer) (SEQ ID N** 1) 

5'AAAACTGCAGCCGTCATGTCCTCTGGTTGCCG 3' 
AB014 (39 mer) (SEQ ID N<> 2) 

5'ATAAGAAGCGGCCGCTAAACATGTTTAAACCATTTTTTC 3' 
pour isoler le g6ne codant pour la glycoprot^ine gB (EHV-1 gB) sous la forme 
20 d'un fragment Pstl-Notl. Apr6s purification, le produit de PGR de 2981 pb a 6te 
dig6r6 par Pst\ et Atorl pour isoler un fragment Pstl-Notl de 2959 pb» Ge 
fragment a 6X6 ligature avec le vecteur pVR1012 (exemple 7), pr6alablement 
digdrd avec Pst\ et Atofl, pour donner le plasmide pAB042 (7841 pb) (Figure N° 
2). 

25 

Exemple 9 : Construction du plasmide pAB031 (gdne EHV-4 gB) 
Une reaction de PGR a 6X6 rdalisde avec t'ADN genomique de Therpdsvirus 
6quin de type 4 (EHV-4) (Souche 1942) (M. Riggio et aL J. Virol. 1989. 63. 
1 123-1 133) et avec les oligonucleotides suivants: 
30 AB071 (38 mer) (SEQ ID 3) 

5'AAAACTGGAGAGATGTGCACTTGTTGGGGTGGTATTTG 3' 
AB074 (36 mer) (SEQ ID N<> 4) 
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5XTAGTCTAGATTAAACCATTTTTTCGCTTTCCATGG 3' 
pour amplifier un fragment de 2949 pb contenant le gene codant pour la 
glycoproteine gB du EHV-4 sous la forme d'un fragment Pstl-Xbal. Apr^s 
purification, le produit de PGR a dt§ dig6r6 par Pst\ et Xbal pour donner un 
5 fragment Pstl-Xbal de 2931 pb. 

Ce fragment a ete ligature avec le vecteur pVRI 01 2 {exemple 7), prealablement 
dig6re avecPsfl etXZ>al, pour donner le plasmide pAB031 (7806 pb) (Figure N° 
3). 

10 Exemple 10 : Construction du plasmide pAB013 (gene EHV-1 gD) 

Une reaction de PGR a ete r^alisie avec TADN g^nomique de I'herpgsvrrus 
6quin de type 1 (EHV-1) (Souche Kentucky D) (J.C. Audonnet et ai, J. Gen. 
Virol. 1990. 71. 2969-2978) et avec les oligonucleotides suivants: 
AB030 (32 mer) (SEQ ID N« 5) 

15 5'AAAACTGCAGCATGTCtACCTTCAAGCTTATG 3' 
AB031 (37 mer) (SEQ ID N° 6) 

5'CGCGGATCCTTACGGAAGCTGGGTATATTTAACATCC 3' 
pour isoier le g^ne codant pour la glycoproteine gD (EHV-1 gD) sous la forme 
d'un fragment Pstl-BamHI. Apr§s purification, le produit de PGR de 1228 pb a 
20 6x6 d\g6r6 par Pst\ et ^amHi pour isoier un fragment Pstl-BamHI de 121 1 pb. 
Ce fragment a 6x6 ligatur^ avec le vecteur pVRI 01 2 (exemple 7), prealablement 
dig6r6 avec Pst\ exBamHl, pour donner le plasmide pAB013 (6070 pb) (Figure 
N*> 4). 

25 Exemple 1 1 : Construction du plasmide pAB032 (gine EHV*4 gD) 

Une reaction de PGR a 6x6 rdalisde avec TADN g^nomique de Therpdsvirus 
6quin de type 4 {EHV-4) (A. Gullinane et aL J. Gen. Virol. 1993. 74. 1959- 
1 964) et avec les oligonucleotides suivants: 
AB075 (33 mer) (SEQ ID N** 7) 

30 5'AAAACTGCAGATATGTCTACCTTCAAGCCTATG 3' 
AB076 (33 mer) (SEQ ID N<» 8) 

5XGCGGATCCTTACGGAAGCTGAGTATATTTGAC 3' 
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pour isoler le gene codant pour la glycoproteine gD du EHV-4 {EHV-4 gD) sous 
la forme d'un fragment Pstl-BamHI. Aprfes purification le produit de PCR de 
1 230 pb a ete dig6r6 par Psfl et BamH\ pour isoler un fragment Pstl-BamHI de 
1212 pb. Ce fragment a 6t6 ligature avec le vecteur pVR1012 (exemple 7), 
5 prealablement digere avec Pst\ et BamH\, pour donner le plasmide pAB032 
(6071 pb) (Figure N** 5). 

Exemple 12 : Construction du plasmide pAB043 (gene grippe equine HA souche 
Prague) 

10 Une reaction de RT-PCR selon la technique d^crite dans Texemple 6 a ete 
r^alis^e avec TARN gdnomtque du virus de la grippe equine (Equine Influenza 
Virus ou ElV) (Souche H7N7 Prague) (J, Mc Cauley. d'acc6s sequence sur 
Genbank = X62552), prepare selon la technique decrite dans I'exemple 4, et. 
avec ies oligonucleotides suivants: 

1 5 ABOl 5 (36 mer) (SEQ ID N^' 9) 

5'ACGCGTCGACATGAACACTCAAATTCTAATATTAGC 3' 
AB016 (35 mer) (SEQ ID N° 10) 

5'CGCGGATCCCTTATATACAAATAGTGCACCGCATG 3' 
pour isoler le g^ne codant pour la glycoproteine HA du virus de la grippe 6quine 
20 sous la forme d'un fragment Sail-BamHI. Apres purification, le produit de RT- 
PCR de 1733 pb a &t& d\g6r6 par Safl et ^amHI pour isoler un fragment Sail- 
BamHI de 1720 pb* Ce fragnrant a 6l6 ligature avec le vecteur pVR1012 
(exemple 7), prdalablement dtgdrd avec Sa/l et ^mHI, pour donner le plasmide 
PAB043 (6588 pb) (Figure N^" 6). 

25 

Exemple 13 : Construction du plasmide pAB033 (gdne Grippe equine HA 
souche Suffolk) 

Une reaction de RT-PCR selon la technique de Texempie 6 a et6 r^alisee avec 
TARN g6nomique du virus de la grippe Equine (ElV) (Souche Suffolk) (M. Binns. 
30 d'acc&s sequence sur Genbank = X68437), prepare selon la technique de 
I'exemple 4, et avec ies oligonucleotides suivants: 
AB077 (33 mer) (SEQ ID N« 11) 
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5'ACGCGTCGACGCATGAAGACAACCATTATTTTG 3' 
AB078 (34 mer) (SEQ ID N° 12) 

5'CGCGGATCCTCAAATGCAAATGTTGCATCTGATG 3' 
pour isoler le gdne codant pour la glycoprot6tne HA du virus de la grippe equine 
5 sous la forme d'un fragment Sall-BamHI. Apres purification, le produit de RT- 
PCR de 1729 pb a ete digere par San et BamHl pour isoler un fragment Sall- 
BamHI de 1717 pb. Ce fragment a 6t6 Itgaturd avec le vecteur p\/R1012 
(exemple 7), prSalablement diger§ avec Sa/\ et BamHl, pour donner le plasmide 
pAB033 (6584 pb) (Figure N« 7). 

10 

Exemple 14 : Construction du plasmide pAB099 (gdne Grippe equine HA 
souche Fontalnebieau) 

Une reaction de RT-PCR selon I'exemple 6 a 6t6 realisee avec TARN genomique. 
du virus de la grippe Equine (ElV) (Souche Fontatnebleau), prepare selon 
1 5 Texemple 4, et avec les oligonucleotides suivants: 
AB186 (32 mer) (SEQ ID N<> 13) 
5'TTTGCGGCCGCATGAAGACAACCATTATTTTG 3' 
AB187 (35 mer) (SEQ ID N*> 14) 

5'TTTGCGGCCGCTTACTCAAATGCAAATGTTGCATC 3' 
20 pour isoler le gdne codant pour la glycoprot^ine HA du virus de la grippe equine 
(souche Fontainebleau) (Figure 8 et SEQ ID 15) sous la forme d'un 
fragment Notl-NotL Aprds purification le produit de RT-PCR de 1 724 pb a etd 
dig6r6 par Not\ pour isoler un fragment Notl-NotI de 1710 pb. Ce fragment a 
6t6 ligaturd avec le vecteur pVR1012 (exemple 7), pr^alabiement digere avec 
25 Noti, pour donner le plasmide pAB099 (6625 pb) qui contient le gene HA 
(grippe equine souche Fontainebleau) dans la bonne orientation par rapport au 
promoteur (Figure 9). 

Exemple 1 5 : Construction du plasmide pABOBS (gdne Grippe equine NP souche 
30 Prague) 

Une reaction de RT-PCR selon la technique de Texemple 6 a realisee avec 
TARN g^nomique du virus de la grippe Equine (ElV) ISouche H7N7 Prague) 10. 
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Gorman et al, J. Virol. 1991. 65. 3704-3714), prepare selon la technique de 
Texemple 4, et avec las oligonucleotides suivants: 
AB156 {32 mer) (SEQ ID N° 16) 
5'CCGGTCGACATGGCGTCTCAAGGCACCAAACG 3' 
5 AB159 (34 mer) {SEQ ID N° 17) 

5'CGCGGATCCTTAATTGTCAAACTCTTCTGCATTG 3' 

pour isoler le gene codant pour la nucl^oproteine NP du virus de la grippe 
Equine sous la forme d'un fragment Sall-BamHK Aprds purification, le produit 
de RT-PCR de 1 51 5 pb a 6te digSre par Sal\ et BamH\ pour isoler un fragment 
10 Sall-BamHI de 1503 pb. Ce fragment a ete ligature avec le vecteur pVR1012 
(exemple 7), pr^alablement diger§ avec Sal\ et BamH\, pour donner le plasmide 
pAB085 (6371 pb) (Figure 10). 

Exemple 1 6 : Construction du plasmide pAB084 (g^ne Grippe equine NP souche 
15 Jillin) 

Une reaction de RT-PCR selon la technique de Texemple 6 a 4t§ realis^e avec 

TARN g^nomique du virus de la grippe §quine (EiV) (Souche H3N8 Jillin) (O. 

Gorman et al, J. Virol. 1991. 65. 3704-3714), pr6par6 selon la technique de 

Texempte 4, et avec les oligonucleotides suivants: 
20 AB156 (32 mer) (SEQ ID N'* 16) 

5XCGGTCGACATGGCGTCTCAAGGCACCAAACG 3' 

AB157 (34 mer) (SEQ ID N*^ 18) 

5'CGC6GATCCTTAATTGTCATATTCCTCTGCATTG 3' 

pour isoler le gdne codant pour la nucltoprotdine NP du virus de la grippe 
25 Equine sous la forme d'un fragment Sall-BamHI. Aprds purification, le produit 

de RT-PCR de 1515 pb a dtS dig^rd par 5a/l et Bam\\\ pour isoler un fragment 

Sall-BamHI de 1503 pb. Ce fragment a ligaturd avec le vecteur pVR1012 

(exemple 7), prdalablement digerd avec Sail et BamHI, pour donner le plasmide 

PAB084 (6371 pb) (Figure 11). 
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Exemple 17 : Construction du plasmide pAB070 (g&ne sous-unite C toxrne 
tetanique) 

Une reaction de PGR a et6 realis6e avec T ADN genomique de Clostridium tetani 
(Souche CN3911) {N. Fairweather ©f a/, J. Bact, 1986. 165. 21-27), pr6pare 
5 selon la technique de I'exemple 2, et avec les oligonucleotides suivants: 
AB128 (34 mer) (SEQ ID N° 19) 

5'AAACTGCAGATGAAAAATCTGGATTGTTGGGTTG 3' 
AB129 (30 mer) (SEQ ID N** 20) 
5'TTTGGATCCTTAATCATTTGTCCATCCTTC 3' 

1 0 pour isoler la sequence codant pour la sous-unit6 C de la toxine de Clostridium 
tetani sous la forme d'un fragment Pstl-BamHI. Aprds purification, le produit de 
PGR de 1377 pb a 6x6 digdr6 par Pst\ et BamH\ pour isoler un fragment Pstl- 
BamHI de 1361 pb. Ce fragment a ete ligature avec le vecteur pVR1012- 
(exemple 7), preaiablement digdr4 avec Pst\ et BamH\, pour donner le plasmide 

15 pAB070 (6219 pb) (Figure N° 12). 

Exemple 18 : Construction du plasmide pAB017 (g^ne ospA de Borrelia 
burgdorferi) 

Une reaction de PGR a 6x6 rdalis^e avec TADN genomique de Borrelia 
20 burgdorferi ISouche B31) (S. Bergstrom et aL Mol. Microbiol. 1989. 3. 479- 
486), prdpard selon ia technique de Texemple 2, et avec les oligonucleotides 
suivants: 

AB038 (37 mer) (SEQ ID N** 21) 

5'ACGCGTGGACTATGAAAAAATATTTATTGGGAATAGG 3' 
25 AB039 (34 mer) (SEQ ID N« 22) 

5'GGCGGATGGCTTATTTTAAAGCG I I I I lAATTTC 3' 

pour isoler le gdne codant pour la protdine de membrane OspA sous la forme 

d'un fragment Sall-BamHI. Apr^s purification, le produit de PGR de 842 pb a 6x6 

digerS par Sa/I et BamHl pour isoler un fragment Sall-BamHI de 829 pb. Ge 
30 fragment a 6te ligaturd avec le vecteur pVR1012 (exemple 7), pr6alablement 

digere avec Sail et BamHl, pour donner le plasmide pAB017 (5698 pb) (Figure 

N° 13). 
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Exemple 19 : Construction du plasmide pAB094 (gene E2 du virus de 
I'encephaiite de I'Est) 

Una reaction de RT-PCR selon la technque de I'exemple 6 a et6 realisee avec 
I'ARN g6nomique du virus de Tenc^phalite de I'Est lEEV) (Souche North 
5 America 82V2137) (S. Weaver et al. Virology. 1993. 197. 375-390), prepare 
selon la technique de Texemple 4, et avec les oligonucleotides suivants: 
AB176 (34 mer) (SEQ ID 23) 

5'AAACTGCAGATGGATTTGGACACTCATTTCACCC 3' 
AB177 (44 mer) (SEQ ID N° 24) 

1 0 5'CGCGGATCCTCAATAAAAATCATGCCCTCGTCGGCTTAATGCAG 3' 

pour isoler le gene codant pour la glycoproteine E2 du EEV sous la forme d'un 
fragment Pstl-BamHI. Apres purification, le produit de RT-PCR de 1 294 pb a §te 
dig^re par Psfl et BamH\ pour isoler un fragment Pstl-BamHI de 1278 pb, Ce- 
fragment a etd Itgaturd avec le vecteur pVR1012 (exemple 1), pr6alablement 

1 5 digere avec PstI et BamHI, pour donner le plasmide pAB094 (61 36 pb) (Figure 
N*' 14). 

Exemple 20 : Construction du plasmide pAB093 (g^ne C du virus de 

rencephalite de TEst) 
20 Une reaction de RT-PCR selon la technique de Texemple 6 a etd rdalis^e avec 

TARN gSnomique du virus de Kenc^phalite de TEst (EEV) (Souche North 

America 82V2137) (S. Weaver era/. Virology. 1993. 197. 375-390), pr6par§ 

selon la technique de I'exemple 4^ et avec les oligonucleotides suivants: 

AB174 (33 mer) (SEQ ID N^ 25) 
25 5'AAACTGCAGATGTTCCCATACCCTACACTTAAC 3' 

AB175 (45 mer) (SEQ ID N« 26) 

5TGAAGATCTTCAATAAAAATCACCATGGCTCTGACCCCTCTGGTG 3' 
pour isoler le g&ne codant pour la protdine de capside C (EEV C) sous la forme 
d'un fragment Pstl-Bglll. Apres purification, le produit de RT-PCR de 801 pb a 
30 6t6 dig6r6 par Ps^ et Bgl\\ pour isoler un fragment Pstl-Bglll de 785 pb. Ce 
fragment a 6t6 ligature avec le vecteur pVR1012 (exemple 7), pr6alablement 
diger6 avec Pst\ BXBgfW. pour donner le plasmide pAB093 (5650pb) (Rgure N° 
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15). 

Exemple 21 : Construction du plasmide pAB096 (gene E2 du virus de 
I'encephatite de TOuest) 
5 Une reaction de RT-PCR selon la technique de t'exemple 6 a ete realisee avec 
TARN genomique du virus de Tencephalite de TOuest (WEVJ (Souche BSFl 703) 
(C. Hahn era/. Proc. Natl. Acad. Sci. USA. 1988. 85. 5997-6001), prepare 
selon la technique de Texemple 4, et avec les oligonucleotides suivants: 
AB180 (35 mer) (SEQ ID N° 27) 
10 5'ACGCGTCGACATGAGCATTACCGATGACTTCACAC 3' 
AB181 (44 mer) (SEQ ID N° 28) 

5'CGCGGATCCTCAATAAAAATCAAGCGTTGGTTGGCCGAATACAG 3' 
pour isoler le gene codant pour la glycoprotdine E2 du WEV sous la forme d'uri. 
fragment Sall-BamHI. Aprds purification, le produitde RT-PCR de 1 304 pb a 6x6 
15 dig6r6 par Sail et BamH\ pour isoler un fragment Sall-BamHI de 1291 pb. Ce 
fragment a 6X6 ligature avec le vecteur pVR1012 (exemple 7), prealablement 
dig^re avec Sa/l et BamH\, pour donner ie plasmide pAB096 (61 59 pb) (Figure 
N° 16). 

20 Exemple 22 : Construction du plasmide pABOSS (g&ne C du virus de 
Tencephaltte de I'Ouest) 

Une reaction de RT-PCR selon Texemple 6 a 6x6 r^alis^e avec TARN genomique 
du virus de Tencdphalite de rOuest (WEV) (Souche BSFl 703) (C. Hahn etaL 
Proc.Natl.Acad.Sci.USA. 1988. 85. 5997-6001), prepare selon I'exemple 4, et 
25 avec les oligonucidotides suivants: 
AB178 (34 mer) (SEQ ID 29) 

5'ACGCGTCGACATGTTTCCATACCCTCAGCTQAAC 3' 
AB179 (44 mer) (SEQ ID N« 30) 

5'CGCGGATCCTCAATAAAAATCACCACGGTTCAGAACCTTCGGGG 3' 
30 pour isoler le g^ne codant pour la protdine de capside C du virus WEV sous la 
forme d'un fragment Sall-BamHI. Aprds purification, le produit de RT-PCR de 
809 pb a 6X6 digerS par Sa/l et BamHl pour isoler un.fragment Sall-BamHI de 
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796 pb. Ce fragment a ete ligature avec le vecteur pVR1012 lexemple 7), 
prealablement digere avec Sa/I et BamH\, pour donner le plasmide pAB095 
(5664 pb» (Figure NO 17). 

5 Exemple 23 : Construction du plasmide pAB098 (g^ne E2 du virus de 
Tencephalite venezuelienne) 

Une reaction de RT-PCR selon Texemple 6 a ete realisee avec TARN genomique 
du virus de Tencephalite venezu6lienne (VEV) (Souche P676 (Type IC)) (R. 
Kinney et aL Virology. 1992. 191. 569-580), prepare selon Texemple 4, et 
1 0 avec les oligonucleotides sutvants: 
AB184 (35 mer) (SEQ ID N° 31) 

5'ACGCGTCGACATGTCCACCGAGGAGCTGTTTAAGG 3' 
AB185 (44 mer) (SEQ ID N<» 32) 

5XGCGGATCCTCAATAAAAATCAGGCCCGGGCAGTGCGGGCGCAG 3' 
1 5 pour isoler le gene codant pour ia glycoprotdine E2 du virus VEV sous la forme 
d'un fragment Sall-BamHI. Apr6s purification, le produit de RT-PCR de 1 304 pb 
a 6t§ digdr^ par Sa/I et BamHl pour isoler un fragment Sall-BamHI de 1 291 pb. 
Ce fragment a 6t6 Iigatur6 avec le vecteur pVRI 01 2 {exemple 7), prealablement 
d\g6r6 avec Sa/I et BamHl, pour donner le plasmide pAB098 (61 59 pb) (Figure 
20 NO 18). 

Exemple 24 : Construction du plasmide pAB097 (gene C du virus de 
renc6phalite v6n6zu6iienne) 

Une r6action de RT-PCR selon I'exemple 6 a 6x6 r6alisee avec TARN genomique 
25 du virus de I'enc6phalite v6n6zu6lienne (VEV) (Souche P676 (Type IC)) (R. 
Kinney etai. Virology. 1 992. 191. 569-580), prepa6 selon I'exemple 4, et avec 
les oligonucleotides suivants: 
AB182 (30 mer) (SEQ ID N° 33) 
5'AAACTGCAGATGTTCCCGTTCCAGCCAATG 3' 

30 AB183 (45 mer) (SEQ ID N<» 34) 

5'CGCGGATCCTCAATAAAAATCACCATTGCTCGCAGTTCTCCGGAG 3' 

pour isoler le gdne codant pour la protdine de capside C -du yirqs VEV sous la 
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forme d'un fragment Pstl-BamHI. Apres purification, le produit de RT-PCR de 
856 pb a ete digere par Pst\ et BamHl pour isoler un fragment Pstl-BamHI de 
839 pb. Ce fragment a et6 ligaturd avec le vecteur pVR1012 (example 7), 
prdalablement diger^ avec Pst\ et BamH\, pour donner le plasmide pAB097 
5 (5698 pb) (Figure N° 19). 

Exemple 25 : Construction du plasmide pAB041 (gene G du virus de la rage) 
Une reaction RT-PCR selon I'exemple 6 a ete rdalisee avec TARN genomique du 
virus de la rage (Souche ERA) (A. Anilionis etaL Nature. 1 981 . 294. 275-278), 
10 prepare selon i'exemple 4, et avec les oligonucleotides suivants: 
ABOl 1 (33 mer) (SEQ ID 35) 
5'AAAACTGCAGAGATGGTTCCTCAGGCTCTCCTG 3' 
ABOl 2 (34 mer) (SEQ ID N° 36) 

5'CGCGGATCCTCACAGTCTGGTCTCACCCCCACTC 3' 

15 pour amplifier un fragment de 1589 pb contenant le gene codant pour la 
proteine G du virus de la rage. Apr§s purification, le produit de RT-PCR a ete 
dig6r6 par Pst\ et BamHl pour donner un fragment Pstl-BamHI de 1578 pb. 
Ce fragment a ete ligature avec le vecteur pVRl 01 2 (exemple 7), prealablement 
dig6re avec Pstl et BamHl, pour donner le plasmide pAB041 (6437 pb) (Figure 

20 N*> 20). 

Exemple 26 : Preparation et purification des plasmides 

Pour la preparation des plasmides destines d la vaccination des animaux, on 

peut uttliser toute technique permettant d'obtenir une suspension de plasmides 

25 purifies majoritairement sous forme superenroul6e. Ces techniques sont bien 
connues de I'homme de Tart. On peut citer en parttcuiier la technique de lyse 
alcaline suivie de deux ultracentrif ugations successives sur gradient de chlorure 
de cesium en presence de bromure d'6thidium telle que d§crite dans J. 
Sambrook et aL {Molecular Cloning: A Laboratory Manual. Edition. Cold 

30 Spring Harbor Laboratory. Cold Spring Harbor. New York. 1989). On peut se 
referer egalement aux demandes de brevet PCT WO 95/21250 et PCT WO 
96/02658 qui decrivent des methodes pour produire ^ rdchelle industrielle des 
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plasmides utilisables pour la vaccination. Pour les besoins de la fabrication des 
vaccins (voir exempie 17), les plasnnides purifies sont resuspendus de maniere 
a obtenir des solutions a haute concentration ( > 2 nng/nril) compatibles avec 
le stockage. Pour ce faire, les plasmides sont resuspendus soit en eau ultrapure, 
b soit en tampon TE (Tris-HCI 10 mM; EDTA 1 mM, pH 8,0). 

Exempie 27 : Fabrication des vaccins associes 

Les divers plasmides necessaires d la fabrication d'un vaccin associe sont 
melanges A partir de leurs solutions concentrSes (exempie 16). Les melanges 
10 sont realises de telle maniere que la concentration finale de chaque plasmide 
corresponde k la dose efficace de chaque plasmide. Les solutions utilisables 
pour ajuster la concentration finale du vaccin peuvent etre soit une solution 
NACI a 0,9 % , soit du tampon PBS. 

Des formulations parttculieres telles que les liposomes, les lipides cationiques, 
15 peuvent aussi etre mises en oeuvre pour la fabrication des vaccins. 

Exempie 28 : Vaccination des chevaux 

Les chevaux sont vaccines avec des doses de 100 fjg, 250 fjg ou 500 fjg par 
plasmide. 

20 Les injections peuvent etre realisSes d Taiguille par voie intramusculaire dans les 
muscles du cou. Dans ce cas, les doses vaccinates sont administr§es sous un 
volume de 2 ml. 

Les injections peuvent dtre r6alis§es par voie intradermique en utilisant un 
appareit d'injection d jet liquide (sans aiguille) d^Hvrant une dose de 0,2 ml en 

25 5 points (0,04 ml par point d'injection) (par exempie, appareit "PIG JET"). Dans 
ce cas, les doses vaccinates sont administr§es sous des volumes de 0,2 ou 0,4 
ml, ce qui correspond respectivement d une ou d deux administrations. Lorsque 
deux administrations successives sont pratiqu6es au moyen de Tappareii 
PIGJET, ces administrations sont r^alisdes de maniere decalde, de fagon d ce 

30 que les deux zones d'injection soient sdparees Tune de I'autre par une distance 
d'environ 1 h 2 centim6tres. 
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R£VENDXCATXONS 

1. Formule de vaccin centre des pathologies des equides et 
notanunent des chevaux, comprenant au moins 3 valences de vaccin 
polynucleotidique comprenant chacune un plasmide integrant, de 
mani^re a I'exprimer in vivo dans les cellules hdtes, un g^e 
d'une valence de pathog^ne equin, ces valences 6tant choisies 
parmi celles du groupe consistant en virus de la rhinopneumonie 
equine EHV, virus de la grippe equine EIV et le tetanos, ces 
plasmides comprenant, pour chaque valence, un ou plusieurs des 
genes choisis parmi le groupe consistant en gB et gD pour le 
virus de la rhinopneumonie equine, HA, NP, N pour le virus de 
la grippe equine et un g6ne codcuit pour tout ou partie de la 
sous-unit6 C de la toxine t6tanique. 

2. Formule de vaccin selon la revendication .1, 
caracterisee en ce que le vaccin comprend dans la valence 
rhinopneumonie equine, au moins un antig^ne de la souche EHV-1 
et au moins un antig^ne de la souche EHV-4, de pr^f^rence le 
meme type d'euitig^ne, 

3. Formule de vaccin selon la revendication 1 ou 2, 
caracterisee en ce qu'elle coa^rend les g^es gB et gD du virus 
de la rhinopneurooniae equine. 

4. Formule selon la revendication 1, caract6ris6e en ce 
qu'elle comprend le gfene codant pour 1 'hemagglutinine HA ou 
1' association des g^nes codant pour HA et NP du virus de la 
grippe dquine. 

5. Formule de vaccin selon I'une quelconque des 
revendications 1^4, caract6ris6e en ce qu'elle comporte une 
ou plusieurs autres valences d'autres pathogtoes des equins, 
choisis parmi le groupe consistant en virus de l'enc6phalite de 
I'Est EEV, de 1 ' encephalite de 1 'Quest WEV et de 1 ' enc6phalite 
v6n6zuelienne VEV, de pr6f6rence les trois simultanement, 
valence de la maladie de Lyme, virus de I'arterite equine et 
virus de la rage, les plasmides comprenant, pour chaque 
valence, un ou plusieurs des g^nes choisis parmi les gfenes des 
antig^nes C et E2 des encephalites, OspA, OspB et plOO de la 
maladie de Lyme, E, M et N de I'arterite equine et le gkne G 
pour la rage. 
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6. Fonnule de vaccin selon la revendication 5, 
caracterisee en ce qu'elle comprend le g^ne E2 ou les g^nes C 
et E2 de 1 ' encephalice. 

7. Fonnule de vaccin selon la revendication 5, 
caracterisee en ce qu'elle comprend le gene OspA du virus de la 
maladie de Lyme. 

8. Fonnule de vaccin selon I'une quelconque des 
revendications 14 7, caracterisee en ce qu'elle comprend de 10 
ng 4 1 mg, de preference de 100 ng k 500 ^ig, plus 
preferentiellement encore de 1 jig H 250 ^g de chaque plasmide. 

9. Utilisation d'un ou plusieurs plasmides tels que 
decrits dans I'une quelconque des revendications 1 h 9. pour la 
fabrication d'un vaccin destine h vacciner les equides primo- 
vaccines au moyen d'un premier vaccin choisi dans le groupe 
consistant en vaccin entier vivant, vaccin entier inactive, 
vaccin de sous-unite, vaccin recombinant, ce premier vaccin 
presentant le ou les antigtoe(s) code(s) par le ou les 
plasmide (s) ou antig6ne(s) assurant une protection croisee. 

10. Kit de vaccination des equides regroupemt une formule 
de vaccin selon 1 ' une quelconque des revendications 1 4 8 et un 
vaccin choisi dans le groupe consistant en vaccin entier 
vivant, vaccin entier inactive, vaccin de sous-unite, vaccin 
recombinant, ce premier vaccin presentant I'antigene code par 
le vaccin polynucieotidique ou un antigtoe assurant une 
protection croisee, pour une administration de ce dernier en 
primo-vaccination et pour un rappel avec la formule de vaccin. 

11. Formule de vaccin selon I'une quelconque des 
revendications I k 8, accompagnee d'une notice indiquant que 
cette fonnule est utilisable en rappel d'un premier vaccin 
equin choisi dans le groupe consistant en vaccin entier vivamt, 
vaccin entier inactive, vaccin de sous-unite, vaccin 
recombinant, ce premier vaccin presentant I'antigfene code par 
le vaccin polynucieotidique ou un antigtoe assuremt une 
protection croisee. 
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